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an den kleinvolumigen Teilraum (8) und andererseits einen Reservoirraum (149) 



(57) Zusammenfassung: 
Eine Vorrichtung (1) 
dient zur Durchfuhrung 
von Untersuchungen an 
Zellkulturen (2), die sich in 
einem flussigen Kulturmedium 
(4) befinden. Die Vorrichtung 
weist wenigstens ein 
Aufnahmebehaltnis (3) zur 
Aufhahme des Kulturrnediums 
mit der ZeUkultur auf, wobei 
ein oder mehrere Sensoren 
(6) fur Messungen an der 
ZeUkultur vorgesehen sind und 
wobei das Aufnahmebehaltnis 

(3) wenigstens einen Zugang 
zum Zufuhren und Abfuhren 
von fliissigem Kulturmedium 

(4) und dergleichen aufweist 
Ein Trennkbrper (7) ist in 
das oben offene Behaltnis 
einfiihrbar und knerhalb des 
Aufnahmebehaltnisses in eine 
bodennahe Position bringbar, 
in der er einen gegeniiber 
dem Gesamtaufhahmevolumen 
des Aufnahmebehaltnisses 
kleinvolumigen Teilraum (8) 
des Aumahmebehaltnisses 
begrenzt. Weiterhin ist 
wenigstens ein Stromungskanal 
(9) vorgesehen, der einerseits 

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite ] 
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Vorrichtung zur Durchfuhrung von Untersuchungen 
an Zellkulturen 

Die Erf indung bezieht sich auf eine Vorrichtung zur Durchfiihrung 
5 von Untersuchungen an Zellkulturen, die sich in einem fliissigen 
Kulturmedium befinden, wobei die Vorrichtung wenigstens eine 
Aufnahme fur Kulturmedium und die Zellkultur aufweist und wobei 
ein oder mehrere MeSeinrichtungen und/oder Sensoren fur Messungen 
an der Zellkultur vorgesehen sind. 

10 

Bei einer solchen, bekannten Vorrichtung wird den Zellen in einer 
bestimmten zeitlichen Abf olge frisches Kulturmedium oder ein in 
diesem Kulturmediuin geloster Wirkstof f zugefuhrt beziehungsweise 
verbrauchtes Medium aus dem Zellkulturbereich entfernt. Eine 

15 hauf ige Regeneration des Kulturmediums , beispielsweise durch ein 
geeignetes Fluidiksystem, erzeugt ein weitgehend konstantes 
physiologisches Milieu. Leicht zersetzliche Wirkstof fe, die dem 
Nahrmedium zugesetzt sind, kdnnen ebenfalls leichter regeneriert 
werden. Das zugefiihrte Medium und der Zellkulturbereich selbst 

20 miissen vor KontaminationdurchMikroorganismenundvor iibermafeiger 
Verdunstung geschiitzt sein. Dies sind wichtige Voraussetzungen 
fur die sensitive Messung zellularer Reaktionen. 

Gemeinsam ist alien Zellkulturbereichen eine Flache am Boden fiir 
25 die Zellauf bewahrung/Zellwachstum sowie eine Wandung, die einen 
Trog fiir die Aufnahme des Kulturmediums bildet. Das Kulturmedium 
mull, in regelmaEigen Zeitabstanden regeneriert werden, da sich 
Abf allprodukte des Zellstof fwechsels akkumulieren, Nahrstoffe 
verbraucht werden und biologisch aktive Substanzen ihre Aktivitat 
3 0 im Laufe der Zeit einbiiSen. 



Aus der EP 0 394 406 ist bereits eine Vorrichtung fiir das Fluid- 
Handling von Zellkulturen in Kombination mit Sensoren bekannt. 
Diese Vorrichtung weist eine dicht abgeschlossene, kleinvolumige 
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Perfusionskammer auf , in der die Zellen kultivierc werden und 
die gleichzeitig mit einem Sensor bestuckt ist. Die Kammer besitzt 
einen Zu- und einen Abf luSkanal . Angetrieben von einer Flussig- 
keitspumpe, flieSt das Kulturmedium durch die Perf usionskammer . 
5 In periodisch auf einanderf olgenden Intervallen f olgen Phasen mit 
Perfusion und Phasen ohne Perfusion aufeinander. Die Phasen mit 
Perfusion dienen der Regeneration des Kulturmediums , die Phasen 
ohne Perfusion dem MeEvorgang, d.h. der direkten Verfolgung der 
extra-zellularen Ansauerung in der Perfusionskammer. 

10 

Nachteilig ist jedoch, da£ ein hoher apparativer Auf wand vorhanden 
ist, da eine Fliissigkeits-Antriebspumpe, Ventile zur Steuerung 
der Flussigkeitsstrome sowie Schlauchf uhrungen no tig sind. 
Nachteilig ist weiterhin, daS eine gewisse Anfalligkeit fur die 

15 Bildung von Luftblasen in der Perfusionskammer vorhanden ist, 
die nur unter vergleichsweise hohem Aufwand auszuschliefeen sind. 
Dazu sind Anlagen zur Teil-Entgasung des Mediums erf orderlich, 
die den Zellkulturen vorgeschaltet werden mussen. Dies erhoht 
insgesamt den Aufwand. SchlieSlich ist ein relativ hoher 

20 Arbeits aufwand erf order lich, urn eine luf tblasenf reie und luft- 
bzw. f lussigkeitsdichte Montage des Systems zu erzielen. Besonders 
nachteilig wirkt sich dies aus, wenn eine Vielzahl paralleler 
Proben zu testen sind, was in der Praxis die Regel ist. 

25 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Schaffung einer 
vergleichsweise einfachen Anordnung zur Regeneration von 
Zellkulturlosungen und die Schaffung kleiner Mefivolumina. Dabei 
soli auch die Moglichkeit gegeben sein, die geometrischen 
Umgebungsbedingungen der Zellkultur anpassen zu konnen. 

30 

Zur Losung dieser Aufgabe wird vorgeschlagen, dafi ein Trennkorper 
vorgesehen ist, welcher der auf der einen Boden aufweisenden 
Aufnahme bef indlichen Zellkultur zum Verdrangen eines Teilvolumens 
des die Zellkultur uberdeckenden, fliissigen Kulturmediums 
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annaherbar und in dieser Position oberseitig des Kulturmediums 
einen Reaktionsraum begrenzt. 

ZweckmaSigerweise sind dabei ein oder mehrere Sensoren und/oder 
Mefteinrichtungen im Bereich dieses Reaktionsraums angeordnet. 
5 Weiterhin kann nach einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Trennkorper zwischen einer bodennahen Position und einer 
bodenfernen Position hin-und herbewegbar sein und in der 
bodennahen Position den Reaktionsraum begrenzen. 
In der bodennahen Position bildet der Trennkorper eine Abgrenzung 
10 eines kleinvolumigen Reaktionsraums, die zur Dif f usionsein- 
schrankung fur Substanzen dient, die von den Zellen gebildet oder 
verbraucht werden . 

Mit dieser erf indungsgemafien MaSnahme ist ein kleinvolumiger 
Reaktionsraum realisierbar , in dem die durch den Zellstof fwechsel 
15 bedingten, meSbarenstof f lichen Anderungenvielraschervons tat ten 
gehen, als in einem groSen Volumen. Aus der Anderungsgeschwindig- 
keit des pH-Wertes oder des Sauerstof f -Partialdruckes in einem 
Zeitintervall lassen sich beispielsweise Inf ormationen iiber die 
Aktivitat des Zellstof fwechsels gewinnen. 

20 

Eine Ausf uhrungsf orm der Erfindung sieht vor, daft voneinander 
getrennte Kulturbereiche insbesondere durch strukturiert 
aufgebrachte, zellabweisende Beschichtungen oder durch eine 
dreidimensionale Strukturierung des Bodens mit Vertiefungen 
25 beziehungsweise Erhohungen in den dazwischen befindlichen 
Trennbereichen gebildet sind und daS in den Kulturbereichen das 
Kulturmedium vorzugsweise jeweils als Tropfen vorliegt. 

Mit dem zum Beispiel stempelartigen, eine unterseitige Flachseite 
3 0 aufweisenden Trennkorper kann der Tropfen von oben beaufschlagt 
und ein Teilvolumen seitlich verdrangt werden, bis unterhalb des 
Trennkdrpers nur ein dlinner, die Zellkultur uberdeckender 
Fliissigkeitsf ilm verbleibt, der den Reaktionsraum mit einem 
Mikroreaktionsvolumen an Kulturmedium bildet. 
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Der Trennkorper trennt in bodennaher Position den Reaktionsraum 
von dem ubrigen, seitlich nach auSen verdrangten Tropfenvo lumen 
des Kulturmediums ab. Durch eine Hubbewegung des Trennkorpers 
kann dieses seitlich verdrangte, als Reservoir dienende 
5 Tropf envolumenmitdemimReaktionsraumbef indlichenKulturmedium- 
volumen vermischt und dadurch eine Regeneration des im Reaktions- 
raum befindlichen Kulturmediums erreicht werden. 
Eine Ausgestaltung sieht vor, date wenigstens ein Trennkorper zu 
einer oder mehreren, auf dem Boden der Aufnahme befindlichen 

10 Zellkultur (en) jeweils seitlich zumVerdrangeneines Teilvolumens 
des die Zellkultur uberdeckenden, fliissigen Kulturmediums 
positionierbar und dort gegebenenf alls annaherbar ist. 
Beispielsweise konnen auf einem Halbleiterwaf er mit Sensoren im 
Bereich dieser Sensoren Zellkulturen aufgebracht werden, bei denen 

15 dann ein Trennkorper nacheinander seitlich so positioniert werden 
kann, dafi er sich oberhalb einer Zellkultur befindet. In dieser 
Position konnen dann Messungen durchgefuhrt werden. Es konnen 
dabei auch mehrere, seitlich in etwa horizontaler und gegebenen- 
falls auch etwa vertikaler Richtung positionierbare Trennkorper 

20 vorgesehen sein. 

Es konnen hierbei die Zellkultur (en) auf den Halbleiterwaf er 
aufgebracht werden, urn die Sensoren nach der Herstellung des 
Wafers zu testen oder aber der Halbleiterwaf er mit den Sensoren 
bildet im wesentlichen die Testvorrichtung, urn Messungen an 

25 Zellkulturen vornehmen zu konnen. 

Der mit Zellkulturen besetzte Bereich des Halbleiterwaf ers kann 
bedarfsweise mit einer Umgrenzung zur Bildung eines Behaltnisses 
fur Zellkulturmedium umgrenzt sein. 

3 0 Eine Ausf uhrungsf orm der Erf indung, fur die selbstandiger Schutz 
beansprucht wird, sieht vor, da£ als Aufnahme ein oben offenes 
Behaltnis vorgesehen ist, in den ein Trennkorper ragt, der den 
Gesamtaufnahmeraum des Auf nahmebehal tnisses in zwei uberein- 
anderliegende Teilraume aufteilt, daS der bodenseitige Teilraum 



WO 00/71669 PO7EP00/03860 



5 

einen gegenuber dem Gesamtaufnahmevo lumen des Aufnahmebehaltnisses 
kleinvolumigen Reaktionsraum und der andere Teilraum einen 
Reservoir raum bildet, da£ wenigstens ein Stromungskanal vorgesehen 
ist, der einerseits an den Reaktionsraum und andererseits an den 
5 Reservoirraum angeschlossen ist, date innerhalb des Trennkorper s 
ein oder mehrere Durchtrittskanale vorgesehen sind, die in den 
kleinvolumigen Teilraum des Aufnahmebehaltnisses und/oder den 
Reservoirraum des Auf nahmebehaltnisses iminden. 
ZweckmaSigerweise sind auch hierbei ein oder mehrere Sensoren 
10 und/oder MeEeinrichtungen im Bereich des Reaktionsraumes 
angeordnet . 

Auch bei dieser Ausf iihrungsf orm konnen durch den kleinvolumigen 
Reaktionsraum zum Beispiel mikrosensorische Messungen bei erhohter 
Zellkonzentration durchgefuhrt werden, wobei die erhohte 

15 Zellkonzentration zu schnelleren Aktivitatsanderungen fiihrt und 
damit zu einer Beschleunigung der entsprechenden Messung. 
Der oberhalb des Reaktionsraums befindliche, durch den Trennkorper 
getrennte Resevoirraum kann bei dieser Ausfuhrungsf orm vergleichs- 
weise groS sein, so daE verbrauchtes Medium im Reaktionsraum durch 

20 konvektive Vermischung mit Kulturmedium aus dem Reservoirraum 
liber langere Zeitraume regenerierbar ist, ohne da£ von auSen 
Kulturmedium zugefuhrt werden muS. 

Das konvektive Vermischen des im Reaktionsraum und im Reservoir- 
raum befindlichen Mediums kann erfolgen, indem uber den 

25 DurchtrittskanaleinbestimmtesFlussigkeitsquantumanKulturmedi- 
um dem Reaktionsraum zu gefu hrt und wieder abgesaugt wird. Die 
konvektive Vermischung erfolgt uber den Stromungskanal. 
Nach einer Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist vorgesehen, daS der 
Trennkorper innerhalb des Aufnahmebehaltnisses zwischen einer 

3 0 bodennahen Position und einer bodenfernen Position hin-und 
herbewegbar ist. 

Zum Regenerieren der Zellkulturlosung im Reaktionsraum besteht 
dadurch die Moglichkeit, den stempelf ormigen Korper anzuheben 
und wieder in seine vorherige Position abzusenken. Dabei findet 
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eine konvektive Vermischung des verbrauchten Mediums aus dem 
Reaktionsraum und dem restlichen, im Reservoirraum bef indlichen 
Medium des Zellkulturbehaltnisses iiber den Stromungskanal statt. 
Das Abgeben und Ansaugen eines Fliissigkeitsquan turns in Bezug auf 
5 das Mikroreaktionsvoiumen erfolgt somit durch eine mechanische 
Bewegung des Trennkorpers nach oben und unten. 
Ein Komplettaustausch des Zellkulturmediums wird in Abhangigkeit 
von der Stof fwechselaktivitat der Zellen und dem Ge s am tvo lumen 
der Me£losung erst in groSeren Zeitabstanden fallig. 

10 

Der Trennkorper bildet einen oberen Abschlufe des Reaktionsraum, 
so daS ein Schutz vor Verdunstung und auch Kontamination gegeben 
ist. Im ubrigen wird das darin befindliche Mikroreaktionsvoiumen 
auch durch das wesentlich groSere Volumen von Kulturmedium im 
15 Reservoirraum gepuf fert, so daft auftretende Verdunstungen an der 
Flussigkeitsoberf lache insgesamt keine Auswirkungen haben auf 
das Mikroreaktionsvoiumen. 

Eine vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung sieht vor, da£ der 
20 Abstand des Trennkorpers von der Zellkultur und damit die 
bodennahe Position des Trennkorpers innerhalb des Aufnahmebehalt- 
nisses einstellbar ist. 

Durch den in seinem Abstand zum Boden des Auf nahmebehaltnisses 
einstellbaren Trennkorper kann in der Umgebung der Zellkultur 

2 5 eihden j ewei 1 igen Anf orderungen exakt angepas s t e s Mikror eakt ions - 
volumen eingestellt werden. Dieses Mikroreaktionsvoiumen kann 
dabei so eingestellt werden, daS nur ein schmaler Flussigkeitssaum 
von z.B. 50 pm bis 500 urn iiber der Zellkultur verbleibt. Dadurch 
wird das geforderte Mikroreaktionsvoiumen mit entsprechend hoher 

30 Zellkonzentration hergestellt. 



Eine vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung sieht vor, date die 
Unterseite des Trennkorpers eine Gasblasen nach auEen ableitende 
Prof ilierung, vorzugsweise eine konvexe Wolbung aufweist. Luft- 



WO 00/71669 



PCT/EP00/03860 



7 

bzw. Gasblasen konnen somit entweichen und beeintrachtigen die 
Zellkultur beziehungsweise die Messung durch die Sensoren nicht. 
Der Trennkorper bildet dabei keinen luft- und f lussigkeitsdichten 
Abschluil des Zellkulturbereiches , so da£ die Gasblasen nach au£en 
5 entweichen konnen. Dadurch ist auch die Montage erleichert, weil 
dazu nicht auf Gasfreiheit geachtet werden mu&. 

Besonders vorteilhaft ist es, wenn eine Vielzahl von Auf- 
nahmebehaltnissen vorzugsweise als Teil eines Pipettierautomaten 
10 vorgesehen sind, dafediese Auf nahmebehaltnisse insbesondere durch 
handelsubliche Multiwell-Platten gebildet sind und daS am unteren 
Ende der Pipetten oder Dispenser-Kanale des Pipettierautomaten 
jeweils die Trennkorper vorgesehen sind. Dadurch bilden diese 
Trennkorper eine Sonderform einer Pipettenspitze . 

15 

Gerade im Zusammenhang mit einem Pipettierautomaten und einer 
entsprechenden Vielzahl von zum Beispiel 96 Auf nahmebehaltnissen 
als Zellkulturgef a&e, wirkt sich der einfache Aufbau der 
jeweiligen Vorrichtung mit dem stempelf ormigen Korper vorteilhaft 
2 0 aus . Insbesondere konnen zum Beispiel mikrosensorische Messungen 
in solche.n Standard-Zellkulturf ormationen durchgefiihrt werden, 
was bei bekannten Systemen mit pumpengetriebenen DurchfluE 
praktisch nicht moglich ist. 

25 Nach einer Weiterbildung der Erfindung ist vorgesehen, daS 
beabstandet zum Behaltnis^Boden und zwischen diesem und dem in 
der bodennahen Position bef indlichen, Trennkorper eine fliissig- 
keitsdurchlassige Membrane oder dergleichen Filter oder 
Schutzabdeckung fur die Zellkultur vorgesehen ist. 

30 Durch die Integration einer solchen Membran, die als mikroporoses 
Membranf ilter ausgebildet sein kann oder einer anderen Schutzein- 
richtung unmittelbar oberhalb der Zellkultur, wird die empfindli- 
che Zellkultur vor Fliissigkeits-Scherkraf ten und Druckstoteen, 
die beim konvektiven Vermischen und dem Zufiihren und Absaugen 
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von Zellkulturmedium auftreten konnen, bewahrt. Auch konnen dann 
Messungen an nicht-adharenten Zelltypen durchgef uhrt werden, die 
ansonsten leicht von den Flussigkeitsstrdmen weg von den Sensoren 
oder aus dem kleinvolumigen Teilraum gespiilt werden konnten. 

5 

Nach einer Ausgestal tung der Erfindung kann die Auf lagef lache 
fur die Zellkultur optisch transparent sein. Damit konnen dann 
Messungen zum Beispiel der Absorption, Streuung, Fluoreszens von 
den Zellen, gegebenenf alls nach einer Anfarbung, durchgef uhrt 
10 werden. 



Zusatzliche Ausgestal tungen der Erfindung sind in den weiteren 
Unteranspruchen aufgefuhrt. Nachstehend ist die Erfindung mit 
ihren wesentlichen Einzelheiten anhand der Zeichnungen noch naher 
15 erlautert. 



Es zeigt, etwas schematisiert : 



Fig. 1 eine Vorrichtung fur Untersuchungen an Zell- 

20 kulturenmit einem Auf nahmebehaltnis , einer darin 

bef indlichen Zellkultur sowie flussigem Kulturme- 
dium und einem in dieses eintauchenden Trenn- 
korper , 

25 Fig. 2 bis 4 die in Fig. 1 gezeigte Vorrichtung in unter- 

schiedlichen Betriebssituationen, 

Fig. 5 bis 7 die in Fig. 1 gezeigte Vorrichtung mit in 
unterschiedlichen Positionen bef indlichen 
30 Trennkorper , 



Fig. 8 



eine schematische Darstellung eines Pipettier- 
automaten, 
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Fig. 9 eine Vielzahl von Auf nahmebehaltnissen in Form 

einer Mul tiziterplatte mit Mikrosensorarrays , 

Fig. 10 und 11 auf einem Aufnahmeboden befindliche Kulturmedi- 
5 umtropfen mit in unterschiedlichen Positionen 

befindlichen Trennkorpern . 

Eine in Fig. 1 bis 7 gezeigte Vorrichtung 1 dient zur Untersuchung 
an Zellkulturen 2. Die Vorrichtung weist dazu ein vorzugsweise 

10 trogf ormiges Auf nahmebehaltnis 3 auf , in welchem sich bodenseitig 
die Zellkultur 2 in einem flussigen Kulturmedium 4 befindet. Am 
Boden 5 des Aufnahmebehaltnisses befinden sich ein oder mehrere 
Sensoren 6, mit denen Messungen an der Zellkultur 2 vorgenommen 
werden konnen. Bevorzugt ist ein Halbleiterchip mit insbesondere 

15 einer Vielzahl von Mikrosensoren vorgesehen, wobei auch der 
gesamte Boden als Sensor-Chip ausgebildet sein kann, wie dies 
gut in Fig. 9 erkennbar ist. Der Sensor-Chip kann verschiedene 
Sensor-Funktionen tragen, beispielsweise fur die Ionenaktivitat , 
die Sauerstof faktivitat , die Aktivitat geloster Metabolite, 

20 elektrische Inpedanz, Temperatur und dergleichen. 

Das Aufnahmebehaltnis 3 ist oben offen und es ist dort ein 
Trennkorper 7 eingefuhrt, der in einer bodennahen Position, wie 
in Fig. 1 erkennbar, einen gegeniiber dem Gesamtauf nahmevo lumen 
25 desAufnahmebehaltnisseskleinvolumigenTeilraumalsReaktionsraum 

8 begrenzt. Der Trennkorper 7 hat einen etwa dem Querschnitt des 
Aufnahmebehaltnisses angepassten Querschnitt und zwischen ihm 
und der Innenwand des Aufnahmebehaltnisses ist ein Uberstromspalt 

9 als Stromungskanal gebildet. Bei einem Behalterdurchmesser von 
30 beispielsweise 5 mm oder 10 mm weist der Uberstromspalt 9 eine 

lichte Weite von weniger als 1 mm auf. 

Der Trennkorper 7 hat im Ausfuhrungsbeispiel einen plattenf ormigen 
Kopf 10, an den sich ein s tielf ormiger Schaft 11 anschlieSt. Die 
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der Zellkultur zugewandte Seite des Trennkorpers beziehungsweise 
dessen Kopf 10 ist so dimensionier t , da£ sie zumindest eine den 
fur die Messung der durch die Zellen verbrauchten oder gebildeten 
Substanzen Flache abdeckt beziehungsweise begrenzt und ins- 
5 besondere eine etwa der Sensor-Oberf lache entsprechende Flache 
aufweist . 

AuEerhalb des Aufnahmebehaltnisses 3 ist der Schaft 11 mit einem 
den Behaltnisrand 12 iibergreif enden Deckel 13 verbunden, der 
insbesondere einen Anschlag bildet zur Begrenzung der Ein- 

10 tauchtief e des Trennkorpers 7 ins Innere des Aufnahmebehaltnisses 
3. Die Auflageseite des Deckels 3 ist so ausgebildet, dafi sich 
kein gasdichter AbschluS ergibt . Strichpunktiert sind ent- 
sprechende Prof ilierungen oder Kanale 2 6 angedeutet. Am 
Behaltnisrand,. 12 und/oder im Auf lagebereich des Deckels 13 konnen 

15 Einstellmittel vorgesehen sein, durch die die bodennahe Position 
des Trennkorpers 7 innerhalb des Aufnahmebehaltnisses einstellbar 
ist. Dementsprechend ist die GrdSe des Reaktionsraums variierbar. 
Insbesondere kann dadurch ein sehr kleines Mikroreaktionsvolumen 
eingestellt werden, wobei der Abstand der Unterseite des Kopfes 

20 10 von der Zellkultur zum Beispiel 50 ^bis 500 |iin betragen kann. 

Der oberhalb des Kopfes 10 befindliche Teilraum des Auf- 
nahmebehaltnisses 3 bildet einen Reservoirraum 14, in welchem 
sich ebenso wie in dem unteren, kleinvolumigen Reaktionsraum 8 
flussiges Kulturmedium 4 befindet. Das Auf nahmevo lumen des 

25 Reservoirraumes kann etwa 100 mal groSer sein als das Auf- 
nahmevolumen des Reaktionsraums 8. 

Innerhalb des Trennkorpers 7 ist ein in den Reaktionsraum 8 
miindender Durchtrittskanal 15 vorgesehen, dessen anderes Ende 
30 im Bereich des Deckels 13 einen Anschlufe 16 zum Verbinden mit 
einer Pipette 17 oder dergleichen aufweist. Uber diesen 
Durchtrittskanal 15 kann frisches Kulturmedium zugefiihrt und 
verbrauchtes Medium abgesaugt werden. 

Zusatzlich zu dem in den Reaktionsraum 8 miindenden Durchtritts- 
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kanal 15 konnen auch in den Reservoirraum 14 miindende Durchtritts- 
oder Verbindungskanale vorgesehen sein. 

Mit 18 ist eine Elektrode oder ein Sensor bezeichnet, die 
beziehungsweise der durch den Trennkorper. 7 hindurchgef uhrt ist 
5 und bei dem Teilraum 8 endet. Beispielsweise kann hier eine 
Bezugselektrode fur eine pH- und p0 2 -Messung eingesetzt werden. 

Die erf indungsgmaSe Vorrichtung 1 wird bevorzugt in Verbindung 
mit einem Pipettierautomaten 19 eingesetzt, der schematisch in 
10 Fig. 8 gezeigt ist. Deutlich sind hier drei sogenannte Multiwell- 
Platten 20 mit einer Vielzahl von Auf nahmebehaltnissen 3 
erkennbar. Standardmafcig konnen solche Multiwell-Platten 6, 24, 
insbesondere aber auch 96 Aufnahmebehaltnisse als Zellkulturgef a&e 
aufweisen. 

15 

Ein Pipettenkopf 21 mit einer Anzahl von Dispenser-Kanalen 22 
ist mit einer hier nicht naher dargestellten Positionierein- 
richtung verbunden, mittels der der Pipettenkopf in einer Ebene 
in zwei Koordinatenrichtungen bewegbar und zusatzlich auch in 
20 der Hohe verstellbar ist. Die einzelnen Dispenser-Kanale 22 sind 
mit ihren freien Enden jeweils mit einem Trennkorper 7 verbunden 
und so positionierbar , da£ die Trennkorper 7 in einer oder 
mehreren Reihen gleichzeitig in die Aufnahmebehaltnisse 3 der 
Multiwell-Platten 2 0 eingefuhrt werden konnen. 

25 

Mit Hilfe des Pipettierautomaten kann in vorgebbaren Zeitabstanden 
Flussigkeit aus den einzelnen Aufnahmebehaltnissen 3 entnommen 
und in andere GefaSe uberfuhrt werden beziehungsweise es kann 
Flussigkeit aus GefaEen entnommen und den mit Zellkulturen 
3 0 versehenen Aufnahmebehaltnissen zugegeben werden. Prinzipiell 
kann somit eine periodische Regeneration des Mikroreaktions- 
volumens in dem kleinvolumigen Teilraum 8 und somit in der 
Umgebung der Sensoren 6 sowie der lebenden Zellkultur vorgenommen 
werden. Das Mikroreaktionsvolumen wird hierbei nicht durch eine 
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geschlossene Perfusionskammer und die Regeneration nicht durch 
das Hindurchf lieteenlassen einer Losung wie beim Stand der Technik 
erzeugt, sondern durch die Ausbildung des Trennkorpers 7 in 
Verbindung mit den nachf olgenden Verf ahrensschri t ten erreicht . 

5 

Dazu ist in den Fig. 2 bis 4 ein Betriebsmodus gezeigt, bei dem 
ein Durchmischen des flussigen Zellkulturmediums durch periodische 
Abgabe und Aufnahme von Zellkulturmedium erf olgt , 

10 Der andere Betriebsmodus ist anhand der Fig. 5 bis 7 wiederge- 
geben. Hier erf olgt das Durchmischen des Zellkulturmediums durch 
periodisches Absenken und Anheben des Trennkorpers 7. 

In den Fig. 2 bis 7 ist der ieweils mit dem Anschlufi 16 verbundene 
15 Dispenser-Kanal 22 der Einf achheit halber weggelassen . Uber diesen 
erf olgt das Zugeben und Absaugen von Kulturmedium. Eine Pipette 
17 beziehungsweise Dispenser-Kanale 22 sind in den Fig. 1 
beziehungsweise 8 erkennbar. 

20 Bei dem Betriebsmodus gemaS Fig. 2 bis 4 wird der am unteren Ende 
eines Dispenser-Kanales 22 eines Pipettenkopf es 21 befindliche 
Trennkorper 7 in ein Aufnahmebehaltnis 3 eingefuhrt und der 
Zellkultur 2 soweit angenahert, daS sein Kopf 10 oberseitig einen 
kleinvolumigen Reaktionsraum 8 begrenzt, wobei das Flussigkeits- 

25 volumen beispielsweise wenige Mikroliter betragen kann. In dieser 
bodennahen Position des Trennkorpers 7 beziehungsweise seines 
Kopfes 10 kann dann zum Beispiel eine mikrosensorische Messung 
beispielsweise der Stof f v/echselaktivi tat der Zellkultur 2 
erfolgen. Dabei konnen aus der Anderungsgeschwindigkei t des pH- 

30 Wertes oder des Sauerstof f -Partialdruckes in diesem MeSintervall 
Inf ormationen iiber die Aktivitat des Zellstof fwechsels gewonnen 
werden . 
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In einem nachsten Zei tintervall erfolgt dann eine Regeneration 
des Kulturmediums innerhalb des im Reaktionsraum 8 bef indlichen 
Mikroreaktionsvolumens . Uber den Durchtrittskanal 15 wird dazu 
ein bestimmtes Flussigkeitsquantum an Kulturmedium dem Reaktions- 
5 raum 8 zugefuhrt , wobei Kulturmedium von dem Reaktionsraum 8 gema£ 
den Pfeilen Pfl in den Reservoirraum 14 verdrangt wird, wo eine 
konvektive Vermischung von frischem und verbrauchtem Medium 
stattfindet. Anschlie£end wird ein gleiches Flussigkeitsquantum 
durch den Kanal 15 abgesaugt, so da£ aus dem Reservoirraum 14 

10 gemafi den Pfeilen Pf2 Kulturmedium aus dem Reservoirraum 14 in 
den Reaktionsraum 8 uberstromt. AnschlieSend erfolgt dann in einem 
Ruheintervall (Fig. 4), wo keine Durchstromung vorhanden ist, 
eine nachste zum Beispiel mikrosensorische Messung. In diesem 
anhand der Fig. 2 bis- 4 beschriebenen Betriebsmodus wird im 

15 wesentlichen nur das Mikroreaktionsvolumen periodisch ausge- 
tauscht, nicht jedoch das Reservoirvolumen des Auf nahmebehalt- 
nisses 3. Durch das Zufiihren und Absaugen von dem Flussigkeits- 
quantum wird praktisch eine " Pumpwirkung" mit Durchmischen des 
in dem Reaktionsraum 8 und in dem Reservoirraum 14 bef indlichen, 

20 flussigen Zellkulturmediums erreicht. 

In vorgebbaren Zeitabstanden wird ein Flussigkeitsquantum 
entnommen und dieses in ein AbfallgefaE iiberfuhrt und anschlieSend 
wird frisches Medium aus einem Vorratsgef aS angesaugt und in das 
mit einer Zellkultur bestiickte Auf nahmebehaltnis 3 gefiillt. 

25 

Der Betriebsmodus qe maiS Fig . 5 bis 7 sieht vor, da£ der 
Trennkorper 7 durch eine vertikale Bewegung gemaS dem Doppelpf eil 
Pf3 in periodischen Zeitabstanden nach oben und unten gefuhrt 
wird. Befindet sich der Trennkorper 7 in der unteren Position 
30 (Fig. 5 und 7) is t das vorgesehene Mikroreaktionsvolumen innerhalb 
des Reaktionsraums 8 fur die Messung vorhanden. Nach dem 
MeEintervall wird der Trennkorper 7 angehoben und durch diese 
Bewegung nach oben findet eine konvektive Vermischung des 
ursprunglich im Reaktionsraum 8 bef indlichen, verbrauchten 
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Kulturmediums mit dem restlichen Kulturmedium des Reservoirraumes 
14 und damit eine Homogenisierung des Zellkulturmediums statt. 
Dieser ProzeS wiederholt sich periodisch. Ein Komplettaustausch 
des Zellkul turmediums wird nur in jeder n-ten Periode fallig, 
5 abhangig von der Stof fwechselaktivitat der Zellen und dem Volumen 
der MeSlosung. 

Das Regenerieren des im Reaktionsraum 8 bef indlichen Kulturmediums 
erfolgt in diesem Fall durch eine mechanische Bewegung des 
stempelf ormigen Korpers und durch Vermischen mit unverbrauchtem 
10 Kulturmedium aus dem Reservoirraum 14. 

In beiden Betriebsmodi steht durch das im Vergleich zum 
Reaktionsraum 8 grofie Reservoir-Volumen insgesamt eine vergleichs- 
weise grofee Menge an Zellkul turmedium zur Verfligung, das durch 
15 konvektionelle Vermischung mit dem Zellkul turmedium aus dem 
Mikroreaktionsvolumen fiir eine vergleichsweise lange mogliche 
Verweildauer sorgt, bis schlieSlich ein Austausch des Kulturmedi- 
ums erfolgen mu£. 

Durch die erf indungsgemaiSe Anordnung, die auf ein kontinuierliches 
20 oderintervallweisesHindurchf lieSenlassenvonZellkulturlosungen 
verzichtet, werden die damit verbundenen Probleme vermieden. Die 
Anordnung kann mit einfachen Mitteln so gestaltet werden, da£ 
sie kompatibel zu weitverbreiteten Zellkulturf ormaten wie z.B. 
die 96 well-Multititerplatte ist sowie zu einer Installation in 
25 Zellkultur-Inkubatoren ist . Sie kann sinnvollerweise , wiebereits 
vorbeschrieben, mit einem Pipe ttierautoma ten kombiniert werden, 
urn eine nicht-manuelle Regeneration der Zellkulturlosungen zu 
erreichen . 

30 In den Fig. 1 bis 7 ist noch gut erkennbar, daS die Unterseite 
des Kopfes 10 des Trennkorpers 7 konvex gewolbt ist, urn zu 
bewirken, daS Gasblasen seitlich nach aufien abgeleitet und iiber 
den Uberstromspalt 9 nach oben gelangen konnen. Da der Deckel 
13 keinen dichtenden AbschluS des Aufnahmebehaltnisses 3 bildet, 
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was durch die punktierten Kanale 2 6 in Fig. 1 angedeutet ist, 
ist ein Gasaustausch zwischen Kulturmedium und der umgebenden 
Atmosphare gewahrleistet . Trotz dieses nicht gasdichten 
Abschlusses des Auf nahmebehaltnisses 3 ist ein genugender Schutz 
5 vor Verdunstung der Zellkulcurlosung vorhanden und.es wird auch 
das Eindringen mikrobiologischer Kontaminationen verhindert. Die 
Kanale 26 sind in ihrem Querschnitt entsprechend klein dimensio- 
niert . 

Der gesamte Trennkorper 7 mit Deckel 15 besteht vorzugsweise aus 
10 glattem, zellabweisenden, inerten und leicht sterilisierbarem 
Material . 

Weiterhin ist in den Figuren 1 bis 7 erkennbar, daS beabstandet 
zum Behaltnis-Boden und zwischen diesem und dem in der bodennaher 
Position befindlichen Trennkorper 7 eine mikroporose Membrane 

15 23 als Schutzabdeckung fur die Zellkultur vorgesehen ist. 

Durch dieses mikroporose Membranf ilter wird die empfindliche 
Zellkultur vor Flussigkeits-Scherkraf ten und DruckstoSen, die 
beim konvektiven Vermischen und dem Zufuhren und Absaugen von 
Zellkulturmedium auftreten konnen, geschutzt. Insbesondere bei 

2 0 nicht-adharenten Zelltypen wird vermieden, da£ diese nicht von 
den Flussigkeitsstromen weggespult werden. 

Fig. 9 zeigt eine Multiwellplatte 2 0 vor dem Zusammenfugen von 
einem Oberteil und einem Unterteil. In dem hier dargestellten 

25 Ausf lihrungsbeispiel wird fur die Auf nahmebehaltnisse 3 von einer 
handelsublichen Mikrotiterplatte der Bodenbereich abgetrennt, 
so date sich durchgangige RoHrchen ergeben. Dieses Mikrotiter- 
platten-Oberteil wird dann auf eine Substratplatte 24 aufgesetzt 
und vorzugsweise durch Ultraschallschweifeen dicht mit dieser 

30 verbunden. Die Substratplatte 24 mit den jeweiligen Sensoren 
bildet dann den Boden der Einzelbehaltnisse 3. Die Sensoren oder 
Sensor-Arrays auf der Substratplatte 2 sind bei Verwendung einer 
Mikrotiterplatte in dem Abstand der einzelnen Rohrchen oder 
Einzelbehaltnisse angeordnet. 
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Durch Verwendung eines Mikrotiterplatten-Oberteiies zur Bildung 
der Aufnahmebehaltnisse 3 besteht die Moglichkeit, bisher im 
Zusammenhang mit handelsublichen Mikrotiterplatten eingesetzte 
Apparaturen, beispielsweise den in Fig . 8 gezeigten Pipettier- 
5 automaten beziehungsweise einen Beprobungsautomaten, einen 
Mikroplattenreader und dergleichen unverandert einsetzen zu 
konnen . 

Die Sensoren 6 konnen durch Sensorarrays mit mehreren, unter- 
schiedlichen Einzelsensoren gebildet sein. Auf der Substratplatte 
10 kann sich auch eine Steuer- und Auswerteeinrichtung oder Teile 
davon befinden. 

AuSer elektronischen Sensoren auf Halbleiterbasis konnen auch 
noch andere Sensoren, beispielsweise auf optischer Basis oder 
auf der Basis der Dickf ilmtechnologie oder biologische Sensoren 
15 vorgesehen sein und vorzugsweise in Kombination mit den zuvor 
beschriebenen Sensoren eingesetzt werden. 

Weiterhin besteht die Moglichkeit, unterseitig bei der Halbleiter- 
Substratplatte 24 eine Heizschicht vorgesehen, mittels der eine 
Temperierung der Substratplatte moglich ist. Bei Zellkulturen 

20 konnen so auch bezliglich der Temperatur deren normale Lebens- 
bedingungen geschaffen werden, so daS Untersuchungen uber einen 
langeren Zeitraum moglich sind. Es besteht auch die Moglichkeit, 
anstatt einer durchgangigen Heizschicht partielle, voneinander 
getrennte Abschnitte von Heizschichten vorzusehen, urn bedarfsweise 

25 unterschiedliche Temperaturen in bestimmten Bereichen erzeugen 
zu konnen. Zur thermostatischen Regelung der Heizung konnen an 
einer oder mehreren Stellen der Substratplatte TemperaturmeSsenso- 
ren vorgesehen sein. Solche TemperaturmeEsensoren konnen auch 
direkt bei den den einzelnen Aufnahmebehaltnissen zugeordneten 

3 0 Sensoren 6 integriert sein. TemperaturmeSsensoren im Bereich der 
Einzelbehaltnisse konnen auSer zur thermostatischen Regelung einer 
Heizung auch zum Erfassen der biologischen Aktivitat der Zellen 
verwendet werden. 
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Die Fig. 10 und 11 zeigen eine Ausf iihrungsf orm der erfindungs- 
gemaSen Vorrichtung la, bei der eine plattenf ormige Aufnahme 3a 
vorgesehen ist, die oberseitig die Sensoren 6 tragt . Im Bereich 
des oder der Sensoren 6 ist das fliissige Kul turmedium 4 als 
5 Tropfen 2 5 aufgebracht. Dieser Kulturmedium-Tropf en uberdeckt 
auf den Sensoren 6 befindliche Zellen bzw. eine Zellkultur 2. 
Zur Bildung eines kleinvolumigen Reaktionsraumes 8a wird der in 
Fig. 10 oberseitig des Tropfens 15 angesetzte Trennkorper 7a in 
eine bodennahe Position gebracht, wie dies in Fig. 11 gezeigt 

10 ist. Beim Absenken des stempelf ormigen Trennkorpers 7a wird der 
Tropfen 25 verformt und ein Teil seines Volumens seitlich nach 
auSen verdrangt. Unterhalb des Trennkorpers 7a in des sen 
Projektionsverlangerung verbleibt dann zwischen der Zellkultur 
2 und der im wesentlichen flachen Unterseite des Trennkorpers 

15 7a eine dunne Flussigkeitsschicht mit einem entsprechend geringen 
Volumen, das wesentlich geringer sein kann, als das seitlich 
verdrangte Volumen des Tropfens 25. 

Es steht somit einerseits, wie anhand von den Ausf uhrungsbei- 
spielen gemafi Fig. 1 bis 7 beschrieben, ein kleinvolumiger 
20 Reaktionsraum 8a und durch das seitlich uber die Trennkorper- 
projektion verdrangte Kul turmedium- Volumen ein Reservoir 14a zur 
Verfiigung. Ist das Kul turmedium 4 in dem spaltf ormigen Reaktions- 
raum 8a durch Reaktion der Zellen verbraucht, kann der Trennkorper 
7a etwas angehoben werden, wodurch aus den seitlich verdrangten 

2 5 Tropf enbereichen Kul turmedium unterhalb des Trennkorpers 7a 

gelangt und sich mit_dem verbrauchten Kulturmedium vermischt. 
Anschlie£end wird der Trennkorper 7a wieder abgesenkt, so daft 
w i e d er ein kleinvolumiger Reaktionsraum 8a gebildet ist, wobei 
sich dann in diesem Bereich regeneriertes Kulturmedium befindet. 

3 0 Es schliefet sich dann wieder eine MeSphase an. Diese Anordnung 

kann vorzugsweise eingesetzt werden, um auf unzersagten (Chip)- 
Wafern Funktionstes ts an Sensoren durchzuf iihren . 
Die plattenf ormige Aufnahme 3a kann etwa wie die Substratplatte 
24 gemaS Fig. 9 ausgebildet sein, wobei die einzelnen Sensor- 



WO 00/71669 



PCT/EPOO/03860 



18 

bereiche durch strukturiert auf gebrachte , zellabweisende 
Beschichtungen voneinander getrennt sein konnen. In diesem Fall 
bildet der Boden der Aufnahme einen Teil eines die Sensoren 
aufweisenden Wafers. 

5 

Erwahnt sei noch, da£ die plattenf ormige Aufnahme 3a (Fig. 10 
und 11) bzw. der Boden 5 der Auf nahmebehaltnisse 3 (vgl . Fig. 
1 bis 7) optisch transparent sein kann, damit die Zellkultur bzw. 
das in diesem Bereich befindliche Kulturmedium fur optische 
10 MeSeinrichtungen vorzugsweise von unten zuganglich ist . 



/Anspriiche 
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Ansproiche 

1. Vorrichtung zur Durchfiihrung von Untersuchungen an 
Zellkulturen, die sich in einem flussigen Kulturmedium 

5 befinden, wobei die Vorrichtung wenigstens eine Aufnahme 

fur Kulturmedium und die Zellkultur aufweist und wobei ein 
oder mehrere MeSeinrichtungen und/oder Sensoren fur Messungen 
an der Zellkultur vorgesehen sind, dadurch gekennzeichnet , 
da£ ein Trennkorper (7a) vorgesehen ist, welcher der auf 
10 der einenBodenaufwe is enden Auf nahmebef indlichen Zellkultur 

(2) zum Verdrangen eines Teilvolumens des die Zellkultur 
uberdeckenden, flussigen Kulturmediums (4) annaherbar und 
in dieser Position oberseitig des Kulturmediums (4) einen 
Reaktionsraum (8a) begrenzt. 

15 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS 
der Trennkorper (7a) zwischen einer bodennahen Position und 
einer bodenfernen Position hin-und herbewegbar ist und in 
der bodennahen Position den Reaktionsraum (8a) begrenzt. 

20 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daS wenigstens ein Trennkorper zu einer oder mehreren, auf 
dem Boden der Aufnahme bef indlichen Zellkultur (en) (2) 
jeweils seitlich zum Verdrangen eines Teilvolumens des die 

25 Zellkultur uberdeckenden, flussigen Kulturmediums (4) 

positionierbar u nd dort gegebenenf alls annaherbar ist. 

4. Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daS der oder die Sensoren (6) am oder im 

30 Boden der Aufnahme (3a) angeordnet sind, daS voneinander 

getrennte Kulturbereiche insbesondere durch strukturiert 
aufgebrachte, zellabweisende Beschichtungen oder durch eine 
dreidimensionale Strukturierung des Bodens mit Vertiefungen 
beziehungsweise Erhohungen in den dazwischen befindlichen 
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Trennbereichen gebildec sind und da£ in den Kulturbereichen 
das Kulturmedium (4) vorzugsweise jeweils als Tropfen (25) 
vorliegt . 

5 5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, date der Eoden der Aufnahme durch wenigstens 
einen Teil eines zumindest die Sensoren (6) aufweisenden 
Wafers gebildet ist. 

Vorrichtung nach Oberbegriff des Anspruches 1, dadurch 
gekennzeichnet, date als Aufnahme ein oben offenes Behaltnis 
(3) vorgesehen ist, in den ein Trennkorper (7) ragt, der 
den Gesamtaufnahmeraum des Aufnahmebehaltnisses (3) in zwei 
iibereinanderliegende Teilraume aufteilt, daS der bodenseitige 
Teilraum einen gegenuber dem Gesamtauf nahmevo lumen des 
Aufnahmebehaltnisses (3) kleinvolumigen Reaktionsraum (8) 
und der andere Teilraum einen Reservoirraum (14) bildet, 
daS wenigstens ein Stromungskanal (9) vorgesehen ist, der 
einerseits an den Reaktionsraum (8) und andererseits an den 
Reservoirraum (14) angeschlossen ist, daS innerhalb des 
Trennkorpers (7) ein oder mehrere Durchtrittskanale (15) 
vorgesehen sind, die in den kleinvolumigen Reaktionsraum 
(8) des Aufnahmebehaltnisses (3) und/oder den Reservoirrauin 
(14) des Aufnahmebehaltnisses munden. 
25 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dafi ein oder mehrere Sensoren (6) und/oder 
MeSeinrichtungen im Bereich des Reaktionsraumes (8,8a) 
angeordnet sind. 

30 

8. Vorrichtung nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der Trennkorper (7) innerhalb des Aufnahmebehaltnisses 
(3) zwischen einer bodennahen Position und einer bodenfernen 
Position hin-und herbewegbar ist. 



10 6. 



15 
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9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die dem Boden (5) zugewandte Seite des 
Trennkorpers (7) zuinindest eine den flir die Messung der durch 
die Zellen verbrauchten oder gebildeten Substanzen abdeckende 

5 beziehungsweise begrenzende Flache, insbesondere eine der 

Sensor-Oberf lache entsprechende Flache aufweist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daS der Trennkorper (7) von oben in das 

10 Aufnahmebehaltnis (3) einfiihrbar ist. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Abstand des Trennkorpers (7) von 
der Zellkultur (2) und darait die bodennahe Position des 

15 Trennkorpers (7) einstellbar ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daS der Trennkorper (7) vorzugsweise 
stempelf ormig ausgebildet ist und einen Kopf (10) mit etwa 

20 dem Querschnitt des Auf nahmebehaltnisses (3) angepaSten 

Querschnitt hat, der das Aufnahmebehaltnis (3) in den 
Reaktionsraum (8) und den Reservoirraum (14) aufteilt und 
date sich an den Trennkdrper-Kopf ein nach aufien fiihrender 
Schaft (11) anschlieSt, dessen Auftenquerschnitt kleiner ist 

25 als der lichte Innenquerschnitt des Auf nahmebehaltnisses 

und da£ der Zwischenraum zwischen dem Schaft und der 
Innenwand des Auf nahmebehaltnisses (3) den Reservoirraum 
(14) bildet. 



3 0 13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daS innerhalb des Trennkorpers (7) ein oder 
mehrere einerseits in den Reaktionsraum (8) und andererseits 
in den Reservoirraum (14) miindende Stromungskanale vorgesehen 
sind. 
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14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 6 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet , da£ der Stromungskanal durch einen zwischen 
dem Trennkorper (7) und der Innenwand des Auf nahmebehalt- 
nisses (3) vorgesehen Ringspalt (9) oder eine Rand- 
profilierung gebildet ist und da£ dieser Stromungskanal 
beziehungsweise Stromungskanale bei einem hohenverstellbaren 
Trennkorper (7) zumindest im Hubbereich zwischen der 
bodennahen Position und der bodenfernen Position des 
Trennkorpers (7) vorhanden ist/sind. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Unterseite des Trennkorpers (7) eine 
Gasblasen nach auSen ableitende Prof ilierung, vorzugsweise 
eine konvexe Wolbung aufweist. 



16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 6 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daS eine Hubbegrenzung fur den Trennkorper 
(7) vorgesehen ist und da£ dazu ein in der bodennaher 
Position wirksamer, vorzugsweise am oberen Behalterrand 

20 anliegender Anschlag am Trennkorper (7) vorgesehen ist. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daS 
der am oberen Behalterrand anliegende Anschlag am Trennkorper 
(7) durch einen den Behaltnisrand ubergreif enden Deckel (13) 

25 oder durch einen mit einem Konusabschnitt in einen Gegenkonus 
der Behalterof f nung eingreif enden Deckel gebildet ist. 



18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, da£ der Trennkorper (7) oberseitig eine 
30 insbesondere genormte Auf nahmeoff nung, vorzugsweise einen 

Aufnahmekonus zum Kuppeln mit einer Pipette, einer 
Pipettenspitze oder einen Dispenser-Kanal aufweist. 
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19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet , daS das Aufnahmevo lumen des Reservoirraums 
(14, 14a) urn ein Vielfaches groSer ist als das Aufnahmevo lumen 
des Reaktionsraums (8,8a) und date diese beiden Volumina sich 
vorzugsweise etwa wie 10:1 bis etwa 100:1 verhalten. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, daS zumindest am Boden des Behaltnisses (3) 
oder der Aufnahme wenigstens ein Chip mit einem oder 
vorzugsweise mehreren Mikrosensoren angeordnet ist. 



21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, date am Trennkorper (7), dem Reaktionsraum 
(8) und/ oder dem Reservoirraum (14) zugewandt, Sensoren (6) 

15 und/ oder Elektroden vorgesehen sind. 

22. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 21, dadurch 
gekennzeichnet, daS beabstandet zum Behaltnis-Boden und 
zwischen diesem und dem in der bodennaher Position 

20 befindlichen Trennkorper (7) eine mikroporose Membrane (23) 

oder dergleichen Filter oder Schutzabdeckung fur die 
Zellkultur (2) vorgesehen ist. 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 22, dadurch 
25 gekennzeichnet, da£ der Trennkorper (7) aus glattem, 

zellabweise nden, inerten und leicht sterilisierbarem 
Material, vorzugsweise aus Polytetraf luorathylen besteht . 

24. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch 
3 0 gekennzeichnet, daS die Auf lagef lache fur die Zellkultur 

(2) optisch transparent ist und da£ der Auf lagef lache eine 
optische MeSeinrichtung zugeordnet ist, die vorzugsweise 
unterseitig angeordnet ist. 
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25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 6 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet , da£ eine Vielzahl von Auf nahmebehal tnissen 
(3) vorgesehen sind, vorzugsweise als Teil eines Pipettier- 
automaten (19) vorgesehen sind, da£ diese Aufnahmebehaltnisse 
(3) insbesonderedurchhandelsiiblicheMultiwell-Platten (20) 
gebildet sind und daS an den unteren Enden der Dispenser- 
Kanale des Pipettierautomaten jeweils die Trennkorper (7) 
vorgesehen sind. 

26. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet, daE> der Trennkorper (7) an seiner dem Boden 
abgewandten Seite einen AnschluE zum Verbinden, insbesondere 
zum Aufstecken auf einen Dispenserkanal (22) vorzugsweise 
eines Pipettierautomaten aufweist. 



/Zusamirtenf assung 



WO 00/71669 



1/3 



PCT/EP00/03860 




WO 00/71669 



PCT/EP00/03860 




WO 00/71669 



3/3 



PCT7EP00/03860 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter: vial Application No 

PCT/EP 00/03860 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12M1/34 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12M 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international searcn (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



FR 2 690 926 A (LVMH RECH) 
12 November 1993 (1993-11-12) 
claims; figures 1,3 

WO 90 04645 A (MOLECULAR DEVICES CORP) 
3 May 1990 (1990-05-03) 
cited in the application 
claims; figures 

EP 0 608 153 A (BERTIN & CIE) 
27 July 1994 (1994-07-27) 
claims; figure 1 

US 5 494 044 A (SUNDBERG KARIN) 
27 February 1996 (1996-02-27) 

EP 0 818 540 A (IDEMITSU K0SAN CO) 
14 January 1998 (1998-01-14) 

-/~ 



Relevant to claim No. 



1-3, 
6-12,22 



1-3, 
6-12,22 



1,2,6,8, 
22 



0 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



j)( I Patent family members are listed in annex. 



° Special ca teg ones of cited documents : 

A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E' earlier document but published on or after the international 
filing date 

V document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T* later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the - " 
invention 

"X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



28 September 2000 



Date of mailing of the international search report 



06/10/2000 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 581 8 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+01-70)340-2040. Tx. 31 651 eponl, 
Fax: (-K31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Coucke, A 



Form PC171S A/210 (second shoal) (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intert nal Application No 

PCT/EP 00/03860 



C. (Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation of document, with indication.where appropriate, ot the relevant passages 



Relevant to claim No. 



US 4 125 436 A (LINER JOHN) 
14 November 1978 (1978-11-14) 



Form PCT/lSA/210 (continuaticn of second srteei) (July 1992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

.iformattan on patent family members 



Inter- vial Application No 

PCT/EP 00/03860 



Patent document 




Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 




date 






date 


FR 2690926 


A 


12-11-1993 


AU 


4074193 A 


29-11-1993 








CA 


2135184 A 


11-11-1993 








DE 


69305163 D 


07-11-1990 








DE 


69305163 T 


03-04-1997 








EP 


0640124 A 


01-03-1995 








ES 


2093965 T 


01-01-1997 








WO 


9322420 A 


11-11-1993 








JP 


7506250 T 


13-07-1995 








US 


5707868 A 


13-01-1998 


WO 9004645 


A 


03-05-1990 


AT 


121790 T 


15-05-1995 








CA 


2001212 A 


21-04-1990 








DE 


6892Z390 D 


01-UO-1995 








DE 


68922390 T 


05-10-1995 








EP 


0394406 A 


31-10-1990 








JP 


2993982 B 


27-12-1999 








JP 


3502642 T 


20-0O-1991 








US 


5496697 A 


05-03-1996 








US 


5278048 A 


11-01-1994 




EP 0608153 




A 


27-07-1994 


FR 


2700553 A 


22-07-1994 








AU 


5835294 A 


15-08-1994 








WO 


9417174 A 


04-08-1994 


US 5494044 


A 


27-02-1996 


AU 


5568490 A 


29-11-1990 








CA 


2064193 A 


ii ii _i oon 

n-ii-iyyu 








DE 


69018629 0 


18-05-1995 








WO 


9013261 A 


15-11-1990 








DK 


471721 T 


26-06-1995 








EP 


0471721 A 


26-02-1992 








HK 


Jboyo A 










JP 


5501965 T 


15-04-1993 


EP 0818540 


A 


14-01-1998 


JP 


8322594 A 


10-12-1996 








JP 


9065893 A 


11-03-1997 








US 


5897993 A 


27-04-1999 








WO 


9630542 A 


03-10-1996 


US 4125436 


A 


14-11-1978 


NONE 





Form PCT/lSA/210 {patent family annex) (July 1 992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inter via lea Aktenzelchen 

PCT/EP 00/03860 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 C12M1/34 



Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und KJassinkationssymbole ) 

IPK 7 C12H 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsuitierte elektronische Datenbank (Name der Oatenbank und evti. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



FR 2 690 926 A (LVMH RECH) 
12. November 1993 (1993-11-12) 
Anspruche; Abbildungen 1,3 

W0 90 04645 A (MOLECULAR DEVICES CORP) 
3. Mai 1990 (1990-05-03) 
in der Anmeldung erwahnt 
Anspruche; Abbildungen 

EP 0 608 153 A (BERTIN & CIE) 
27. Juli 1994 (1994-07-27) 
Anspruche; Abbildung 1 

US 5 494 044 A (SUNDBERG KARIN) 
27. Februar 1996 (1996-02-27) 

EP 0 818 540 A (IDEMITSU KOSAN CO) 
14. Januar 1998 (1998-01-14) 

-/-- 



1-3, 
6-12,22 



1-3, 
6-12,22 



1,2,6,8, 
22 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feid C zu 
entnehmen 



x 



SieheAnhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

•A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsa m anzuseh en 1st 

"E* alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

V Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oderandere MaOnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"X' 



Spate re Veroffentlichung. die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
dlese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Oatum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



28. September 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



06/10/2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.8. 5818 Patentlaan 2 
NL-2260 HV Rijswijk 
Tel. (+01^70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Coucke, A 



FormbJatt PCT.1S A/210 (Blan 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inter vialea Aktenzelchen 

PCT/EP 00/03860 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 


Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erfordertich unter Angabe der in Betrachtkommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


US 4 125 436 A (LINER JOHN) 
14. November 1978 (1978-11-14) 





Formbtan PCT.1SA/210 (Fortsetzung von Btatt2) (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Angaben zu Veroffentltchur.^ . i, die zur selben Patent* amilie gehoren 
i 


Interr lales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/03860 


lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 


Datum der 
Veroffentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
Veroffentlichung 



FR 2690926 A 12-11-1993 AU 4074193 A 29-11-1993 

CA 2135184 A 11-11-1993 

DE 69305163 D 07-11-1996 

0E 69305163 T 03-04-1997 

EP 0640124 A 01-03-1995 

ES 2093965 T 01-01-1997 

WO 9322420 A 11-11-1993 

JP 7506250 T 13-07-1995 

US 5707868 A 13-01-1998 



WO 9004645 A 03-05-1990 



EP 0608153 A 27-07-1994 



US 5494044 A 27-02-1996 



AT 


121790 T 


15-05-1995 


CA 


2001212 A 


21-04-1990 


DE 


68922390 D 


01-06-1995 


DE 


68922390 T 


05-10-1995 


EP 


0394406 A 


31-10-1990 


JP 


2993982 B 


27-12-1999 


JP 


3502642 T 


20-06-1991 


US 


5496697 A 


05-03-1996 


US 


5278048 A 


11-01-1994 


FR 


2700553 A 


22-07-1994 


AU 


5835294 A 


15-08-1994 


WO 


9417174 A 


04-08-1994 


AU 


5568490 A 


29-11-1990 


CA 


2064193 A 


11-11-1990 


DE 


69018629 D 


18-05-1995 


W0 


9013261 A 


15-11-1990 


DK 


471721 T 


26-06-1995 


EP 


0471721 A 


26-02-1992 


HK 


35696 A 


08-03-1996 


JP 


5501965 T 


15-04-1993 



EP 0818540 A 14-01-1998 JP 8322594 A 10-12-1996 

JP 9065893 A 11-03-1997 

US 5897993 A 27-04-1999 

WO 9630542 A 03-10-1996 



US 4125436 A 14-11-1978 KEINE 



Formblart PCTMSA/210 (Anhang Paten«amilie)(Juli 1992) 



